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RESUMO - Foram estudadas três progênies de seringueira, com diferentes níveis de resis-
tência ao isolamento de M. ide!, denominado UNA: Ex 25 (moderadamente suscetível), Ex 
2804 (altamente suscetível) e PiO (resistente). A inoculação foi realizada no quarto lança-
mento, com folfolos de seis a oito dias de idade. As progênies foram mantidas em câmara de 
crescimento. Após 24, 72 e 144 horas foram feitas coletas dos folfolos inoculados e não ino-
culados e realizou-se a quantificação do teor de fenóis, antocianina e clorofila. Observou-se 
que as progênies Ex 25 e Ex 2804 apresentaram baixos níveis de fendis e decréscimo no nível 
de clorofila, grande número de lesões e esporulação. A progênie Pio apresentou alto teor de 
fenóis com relação à testemunha, bem como de clorofila, não apresentando lesões. O nível de 
antocianina decresceu em todas as progênies. Assim, a resistência da seringueira à infecção por 
M. ulei parece estar associada à variação do teor de fenóis em suas folhas. 
Termos para indexação: antocianina, clorofila, fenol, folha, lesão 
PIIENOLIC REGULATION OE RESISTANCE TO MICROCYCLUS ULEI 
I-IENN V. ARX. INFECTION IN !IEVEA PROGENIES 
ABSTRACT - Three progenies of Hevea, with different leveis of resistance to isolation of 
M. utei (UNA) were studied. The progenies were: Ex 25 (moderately susceptible), Ex 2804 
(highly susceptible) and PiO (resistant). The inoculation was made at the fourth flushing, 
with six to eight day-old leaflets. The progenies were maintained ia a growth chamber. After 
24, 72 and 144 hours, inoculated and noninoculated leaflets were collected to determine 
phenol, anthocyanin and chiorophyll contenta. Progenies Ex 25 and Ex 2804 showed low 
phenol leveis, decreasing leveis of chlorophyll and a great number of injuries and sporulation. 
Progenie Pio showed high leveis of phenol and chlorophyll, compared to the control. It did 
not show any injury. The anthocyanin leveIs decreased ia aU progenies. Consequentiy, Hevea 
resistance to M. ulei infection seems to be related to variaüons of leaf phenol leveis. 
Index terms: anthocyanin, ch.lorophyll, phenol, leaf, injury. 
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INTRODUÇÃO 
Dentre as várias enfermidades da seringuei-
ra (ffevea spp.), a mais importante é o "mal-
sul-americano-das-folhas", que tem como 
agente causal o fungo Microcyclus ulei (P. 
Henn.) V. Arx (Fusicladiwn macrosporum) 
(Chee 1978). 
Essa doença ataca os folfolos com até dez 
dias de idade, podendo provocar sua queda, 
redução da área foliar, pelo atrofiamento, ou 
pontuações necróticas dos locais infectados, e 
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diminuição do diâmetro de brotação. Esses 
fatores concorrem para uma marcante redução 
da produção de látex (Camacho 1963). Por 
causa da periodicidade de crescimento caracte-
rístico da espécie, pode ocorrer o esgotamento 
e morte da planta. 
Apesar das excelentes condições edafocli-
máticas para o desenvolvimento e expansão da 
heveicultura (Santos 1982), a partir de 1951 o 
Brasil passou a ser importador de borracha 
natural, em conseqüência dessa doença. 
Foram acionados dois programas para au-
mentar a produtividade: o melhoramento ge-
nético, para concentrar no mesmo indivíduo 
características de alta produção e resistência 
ao "mal-das-folhas", e a ampliação do plantio 
em áreas de escape, com condições climáticas 
inadequadas ao ciclo reprodutivo do Micro-
cylus ri/ei (Brasil. SUDHEVEA 1970; Valois 
1977). 
Através do melhoramento genético foram 
obtidos clones altamente produtivos, mas to-
dos, até o momento, suscetíveis ao ataque ini-
cial do patógeno. Nas áreas de escape, os se-
ringais têm proporcionado boas respostas. No 
entanto, verifica-se a possibilidade de, num 
futuro bem próximo, ser a produção limitada 
pelo aumento da incidência da doença, causa-
do pelo manejo inadequado e uma possível 
adaptação do patógeno. Na maioria das áreas 
de escape já foi comprovada a presença de ce-
pas altamente virulentas de M. ri/ei. A capaci-
dade de desenvolvimento dessas raças pode 
provocar decréscimo na produção, pela infec-
ção de clones até agora considerados resis-
tentes. A genninação dos conídios, a formação 
das hifas e sua penetraçáo na cutícula foram 
observadas em todos os clones, suscetíveis, 
resistentes e altamente resistentes (Blasquez & 
Owen, 1963). O uso de defensivos químicos 
tem sido ineficaz em grandes áreas, além de 
encarecerem o custeio da cultura. 
No melhoramento genético tradicional, 
pouca ênfase tem sido dada, a parâmetros fi-
siológicos do metabolismo interno da espécie 
(Brasil. SUDHEVEA 1970), tais como pig-
mentos ou metabéliios internos, que inibam a 
colonização do M. ulei ou induzam a tolerân- 
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cia dos clones à seca nas áreas de escape (Mo-
raes 1982). 
A resistência de espécies vegetais a patóge-
nos específicos, pelo acúmulo de substâncias 
fungitóxicas - as principais são os compostos 
fenólicos - foi estudada, por vários pesquisa-
dores, como possível solução para a suscetibi-
lidade dessas espécies (Echandi & Fernandez 
1962, Biasquez & Owen 1963; Biehn et ai. 
1968a,b, Kosuge 1969). 
A presença e o efeito de substâncias fenóli-
cas tóxicas a M. ulei, em folhas de clones de 
seringueira, lAN 710, resistente, e GA 1126, 
suscetível, foram estudados por Figari (1965), 
que verificou ser inibida a germinaçáo dos co-
nídios em extrato de folhas resistentes. 
O kaempferol 3 - ramnodiglicosídio é um 
composto ligado à resistência de clones de 
Hevea spp. ao patógeno, em razão de apre-
sentar alto efeito inibidor da germinaçE.o de 
conídios de M. ri/ei (Martins et ai. 1970). En-
tretanto, Hashim et ai. (1980) não encontraram 
correlação direta entre a concentração de 
compostos fenólicos em folhas doentes de Fie-
vea brasiliensis e o grau de resistência ao M. 
ulei. Verificaram, no entanto, que o teor de 
quercetina era elevado nas folhas de clones re-
sistentes. A AIA-oxidase e as peroxidases ti-
nham elevada atividade em folhas suscetíveis 
e aumentavam com a infecção. 
Informações acerca da resistência bioquími-
ca de plantas de seringueira a patógenos espe-
cíficos são escassas. Desse modo, o objetivo 
deste trabalho foi avaliar comparativamente o 
conteúdo de compostos fenólicos totais de três 
progênies de seringueira submetidos à infec-
ção por um isolado de M. ulei altamente 
agressivo contra a progênie Fx 2804, não 
agressivo contra a progênie P 10 e menos 
agressivo contra a progênie Ex 25, bem como 
relacioná-lo com a resistência bioquímica des-
sas progênies à infecção pelo patógeno. 
MATERIAL E MÉTODOS 
Utilizaram-se neste estudo três progênies de se-
ringueira, Ex 25 (moderadamente suscetível), 
Fx 2804 (altamente suscetível) e P 10 (resistente), 
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com diferentes níveis de resistência ao isolamento de 
M. ulei, denominado UNA, de acordo com a Micote-
ca do Departamento de Fitopatologia da Universida-
de Federal de Viçosa. Todos os clones eram prove-
nientes de enxertos e cultivados em sacolas de polie-
tileno até o quarto lançamento de idade, quando fo-
ram inoculados. 
A inoculação do M. ti/ei foi feita na face abaxial de 
folfolos do quarto lançamento, com seis a oito dias 
de idade, com o auxílio de um atomizador (Air Brush 
- Califórnia, USA). Empregou-se uma suspensão 
que continha 2.10 5 conídios. m1', com 70 por cento 
de germinação, provenientes de cultivos do fungo 
com doze dias de incubação no meio de cultura M.3 
(Junqueira et ai. 1984). 
As progênies inoculadas foram mantidas em câ-
mara úmida, a 240C e 97 por cento (± 2%) de umi-
dade relativa, com regime de doze horas de escuro e 
doze horas de luz (1800 a 2000 lux). Depois de 24 
horas, as plantas foram removidas da câmara úmida 
e mantidas em câmaras de crescimento, a 24 0C, com 
umidade relativa de 85%, com o mesmo regime de 
luz. 
Os folíolos inoculados e não-inoculados foram 
coletados as 24, 72, 144 horas após a inoculação, rea-
lizando-se então a determinação de fenóis totais, 
com base no ácido clorogênico, de antocianina e de 
clorofila. 
O teor de fenóis foi determinado espectrofoto-
metricamente, utilizando-se o reagente de Arnow 
(Johnson & Schaal 1957). Um folfolo & seringueira, 
previarnente pesado, foi triturado em almofariz, e a 
extração foi efetuada com etanol a 95 por cento. A 
purificação do extrato etanólico foi feita através de 
filtração em papel, e o volume foi completado para 
25 ml. Em tubo de ensaio foi colocado 1 ml do ex-
trato etanólico, a que se adicionaram 1 ml de água, 
1 ml de UCI 0,5 N, 1 ml do reagente de Arnow, 
10 ml de água destilada e 2 ml de NaOl-1, 1N. Ime-
diatamente após a homogeneização, essa mistura foi 
lida a 515 rim, tendo como branco a mesma mistura, 
excluindo-se o reagente de Arnow que foi substituí-
do por 1 ml de água destilada (Johnson & Schaal 
1957, Seevers & Daly 1970). A concentração de fe-
nóis totais foi expressa com base no ácido clorogêni-
co, utilizando-se a seguinte equação: 
A515 .0,1 . V ET = __________ 
0,248. ME 
sendo ET a concentração de fenóis totais, em mg.gi 
ME; A5l5, a alisorbância a 515 nm; 0,1 o fator de 
conversão; V, o volume de amostra, em ml; 0,248, a 
absorbância do ácido clorogênico (1 mg em 15 ml da 
mistura reativa); ME, o peso da matéria fresca da 
amostra, em gramas. 
A antocianina foi extraída de dez discos foliares 
previamente pesados, tomados ao longo da nervura 
central e mantidos por 24 horas, em 5,0 ml de meta-
nol-HC1 (99:1, vlv), refrigerador (Downs & Siel-
gelinan 1962). O extrato metanólico foi centrifugado 
e o volume completado para 10,0 ml. Procedeu-se 
à leitura das absorbâncias, em espectrofotômetro, a 
530 nm para antocianinas e a 620 nm e 650 nm, para 
eliminar a interferência dos pigmentos clorofílicos 
(Sielgelinan & Hendricks 1958, Creasy 1968a). O 
cálculo da concentração de antocianinas foi feito se-
gundo Creasy (1968b), através da seguinte equação: 
Aant = (A530—A620) - 0,1 (A650A620). A 
absorbância corrigida foi convertida em moles de 
antocianina, usando o coeficiente de extinção mola.r 
de 34.300 para a absorção máxima a 530 rim (Siel-
gelman & l-lendricks 1958). 
O conteúdo de clorofila foi estimado pela dife-
rença entre as absorbâncias a 650 nm e a 620 nm, 
obtidas da determinação da antocianina (Creasy 
1968b). 
O delineamento experimental empregado foi o 
inteiramente casualizado, com três repetições para 
cada uma das progênies utilizadas. 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 
Verificou-se que 72 horas após a inocula-
ção as progênies Fx 25 e Ex 2804, suscetíveis, 
e o P 10, resistente (Junqueira et ai. 1984), 
apresentavam folhas com desenvolvimento 
inicial do fungo. 
Na Fig. 1, observou-se que houve au-
mento na concentração de fenóis totais em 
progênies resistentes, em resposta à inocula-
ção, causado, provavelmente, por uma altera-
ção no metabolismo do hospedeiro (Biehn et 
aI. 1968b; Kojima & Uritani 1973). Verificou-
se, ainda que as progênies Ex 25, moderada-
mente suscetível, e Ex 2804, altamente susce-
tível a esse isolado, mantiveram baixos e cons-
tantes os níveis de fenóis totais. Nessas mes-
mas progênies, após o décimo segundo dia, as 
folhas infectadas apresentavam-se totalmente 
lesionadas, deformadas e com dimensões re- 
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duzidas. A progênie Ex 2804 apresentou le-
sões com muita esporulação na face abaxial 
dos folíolos; a progênie Ex 25, porém, apre-
sentou pouca esporulação. 
A progênie P 10 (Hevea paucflora) apre-
sentou comportamento oposto. Na fase inicial 
da infecção pelo M. ulei, houve o apareci-
mento de pontos necróticos. No entanto, após 
144 horas de inoculação não se observaram 
evidências de colonização. Verificaram-se al-
guns pequenos pontos cloróticos, com menos 
de 1,0 mm de diâmetro, e nenhum dano apa-
rente e atribuiu-se a não-esporulação do fungo 
à presença de substâncias fenólicas. Mesmo 
assim, a dimensão dos folfolos e o diâmetro do 
lançamento foram ligeiramente menores que os 
da testemunha. Híbridos de H. pauc:j7ora 
mostram comportamento semelhante às dessa 
espécie, apresentando folhagem idêntica à da 
planta matriz, sendo quase imunes ou al-
tamente resistentes à infecção por M. ulei, 
porém com baixa produtividade (Brasil) 
jSUDHEVEA 1970). 
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FIG. 1. Fenóis Totais, com base no Ácido Cio-
rogênico, em Progênies de Hevea spp. 
Inoculados e não inoculados com Mi-
crocyclus ulei, 
Pcsq agropec. bras., Brasflia, 25(8):1193-1200,ago. 1990 
Verificou-se que a progênie Ex 25 apre-
sentou 1,54 ± 0,26 lesões.cnf 2 de superfície 
foliar, com poucos conídios por lesões. A pro-
gênie Ex 2804 apresentou 1,41 ± 0,21.cnf 2 , 
com esporulação abundante. No entanto, o 
clone P 10 não apresentou lesões após o déci-
mo segunda dia de inoculação; apenas peque-
nos pontos cloróticos, com menos de 1.0 mm 
de diâmetro. O diâmetro médio das lesões foi 
de 1,8 ± 0,3 mm para a progênie Ex 25, e de 
3,1 ± 0,2 mm para o Ex 2804. 
Nas plantas resistentes, as bifas são meno-
res (Blasquez & Owen 1963), com síntese e 
acúmulo de compostos fenólicos em tçcidos da 
planta, em resposta à infecção (Kosuge 1969). 
A síntese desses compostos dar-se-ia atras da 
cadeia shiquímica, associada com a enzima fe-
nilalanina-amonialiase (PAL). Essa enzima 
catalisa a primeira etapa da conversão da fe-
nilalanina em muitos produtos naturais, como 
os flavonóides e ácidos fenólicos. Em Eucal-
yptus sieberiata. E. Mueli, a quantidade de 
ácido shiqufmico aumenta linearmente com o 
peso dafolha, e é maior nas folhas novas, au-
mentando então o teor de polifenc5is (Hillis 
1959). 
O nível de antocianina foi bem mais baixo 
na progênie resistente (Fig. 2). O principal 
grupo de substâncias responsáveis pela resis-
tência ao M. ulei são os flavonóides (Figari 
1965). Dentre eles encontram-se os pigmentos 
antociânicos, cuja degradação origina a for-
mação de compostos fenólicos. A conversão 
de compostos fenólicos em glicosídios seria 
um recurso para desintoxicar a planta (Kosuge 
1969). Estudando duas antocianinas isoladas 
de morango, a pelargonidina-3-monoglicos(dio 
e a cianidina-3-monoglicosídio, Pratt et ai. 
(1960) verificaram que a glicose resultante da 
hidrólise desses pigmentos pode servir como 
fonte de carbono para o crescimento de E. co-
li. 
Langdon (1966), desenvolvendo meio de 
cultura para M. ulei, verificou que os açúcares 
maltose, glicose e sacarose podem ser substi-
tuídos por extrato de malte em ágar com ex-
trato de folhas jovens de Hevea spp. 
Em discos de folhas de morangueiro, a sfn- 
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tese de flavonóides depende de fotossíntese e 
do metabolismo dos carboidratos que contro-
lam a síntese de antocianina (Creasy 1968b). 
Kiráiy & Farkas (1962) mostraram que, em 
trigo, a resistência à infecção fúngica está as-
sociada com rapidez com que essas plantas 
acumulam compostos fenólicos. Maiores teo-
res de fenóis são acumulados em plântulas de 
Glycine mar, Phaseolus vulgaris e Phaseolus 
lirnensis quando inoculadas com Helminthos-
port uni carbonum Ullstrup (Biehn et ai. 
1968W. 
O nível de clorofila total tende a diminuir 
nas folhas infectadas, encontrando-se as me-
nores concentrações nos clones suscetíveis 
(Fig. 3). Esse comportamento é causado, 
provavelmente, pelo aumento das áreas lesio-
nadas, em conseqüência da penetração das hi-
fas e toxinas liberadas pelo potógeno. A pe-
netração do fungo causaria a desintegração 
dos cloroplastos, promovendo a redução da 
concentração de clorofila (Biasquez & Owen 
1963). Essa clorose pode ser intensificada 
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EIG. 2. Teor dc Antocianina em Progênies de 
Hevea spp. Inoculados e não inoculados 
com Microcyclus ulei. 
pelo acúmulo de amônia nos tecidos da planta 
(Harbone 1977). 
Os fatores do ambiente, como: a densidade 
do fluxo radiante, a temperatura do ar e o dé-
ficit hídrico influenciam a espessura da cutí-
cula, modificando a resistência mecânica à pe-
netração de patógenos. Alta temperatura e 
baixa umidade do ar induzem um espessa-
mento da cutícula, formando uma baneira à 
penetração e ao movimento de exsudados, in-
fluenciando assim o grau de suscetibilidade 
à infecção (Kuc 1966, 1-larbone 1977). 
A redução da área foliar e do diâmetro da 
brotação em plantas infectadas pode ser cau-
sada por um bloqueio mecânico do fungo ou 
de suas toxinas nos tecidos condutores, impe-
dindo o fluxo de nutrientes das folhas velhas 
para as novas. As características anátomo-
morfo-fisiológicas das folhas de seringueira no 
décimo dia de idade, idade-limite da susceti-
bilidade ao M. ulei, foram modificadas pelo 
estado hídrico da planta e apresentaram com-
portamento diferenciado, de acordo com a es-
pécie. Os teores de antocianina, a espessura da 
epiderme e a espessura total da folha de H. 
1.5 
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d 
1 	 ,/I -o--o- Ex 2804, nooulodo 
/ 	 -e--.•.- Fn 2804. não .x,col 
2' 	 .- E 25, inoojodo 
Fx 25, não l,#cxjodo 
-t-'-ó- P 0, noculojo 
P 	 0, 	 l000,l080 
72 	 144 
EORAS AI?  O INOOLAÇ20 
FIG. 3. Teor de Clorofila em Progênies de He-
veu spp. Inoculados e não Inoculados 
com Micro cyclus ulei. 
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paucWora foram mais altos, comparados com 
os obtidos para H. brasilien.sis, considerada 
suscetível ao M. ulei. 
Vários fungos fitopatogênicos apresentam a 
capacidade de redirecionar o crescimento do 
hospedeiro (Sequeira 1973). Isso demonstra 
que o nível de auxinas nos tecidos afetados 
pode aumentar ou decrescer, dependendo da 
interação de patógeno e hospedeiro. O au-
mento do nível de ácido abscísico tem sido 
comprovado em plantas com estresse hídrico 
(Sequeira 1973). 
Folhas de tomateiro em crescimento, infec-
tadas por Venicillum albo-atrum, translocain 
quantidades de ácido indolacético e compostos 
tóxicos para outras partes da planta, onde eles 
aumentam a permeabiidade das células à per-
da d'água (Pegg & Selman 1959). Esse efeito 
inicial seria acumulativo, levando ao decrés-
cimo da eficiência fitossintética, em razão de 
aumentar a resitência estomática ao CO2. Essa 
redução limitaria a contribuição de fotoassi-
milados para as folhas juvenis, que não seriam 
capazes de se expandir a uma taxa de cresci-
mento normal, com a agravante do aumento da 
perda de água (Selman & Pegg 1957). Nas 
folhas jovens é relativamente alto o teor natu-
ral de ácido indolacético. Contudo, recebendo 
outras substâncias do patógeno no estádio ini-
cial da infecção, a expansão foliar é o primei-
tu processo de crescimento a ser afetado (Sei-
man & Pegg 1957, Pegg & Selman 1959). 
Os flavonóides podem atuar como regula-
dores do crescimento, graças a seus vários 
grupos hidroxflicos, facilmente ligados a en-
zimas, que constituem, desse modo, potentes 
inibidores de alguns sistemas enzimáticos 
(Harbone 1980). Esses flavonóides, especifi-
camente e quercetina e o kaempferol, na forma 
de glicosídios acilados, atuariam sobre o sis-
tema enzimático AIA - AlAoxidase (Sequeira 
1973; Wareing & Phillips 1981). 
Em geral, osderivados do kaempferol esti-
mulam a AIA - oxidase. São co-fatores enzi-
máticos, causando o aumento da destruição do 
ácido indolacético e diminuindo a taxa de 
crescimento da planta (Leopold & Kriedemann 
1975). Em contraste, a quercetina tem rapida- 
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mente oxidado seu núcleo catecol, com ação 
protetora sobre o AIA, sendo preferencial-
mente oxidada pela enzima. 
Assim, as variações nas concentrações de 
quercentina e kaempferol podem estar relacio-
nadas com a resistência das plantas às doenças 
(Figari 1965, Hashim et ai. 1980), e, prova-
velmente, ccm o desenvolimento vegetativo 
das partes afetadas por M. ulei. Por conse-
guinte, o bloqueio mecânico dos tecidos con-
dutores, a presença de toxinas e o aumento do 
conteúdo de fenóis nas progênies resistentes, 
principalmente kaempferol (Martins et ai. 
1970), reduziriam r atividade do AIA, in-
fluenciando o desenvolvimento vegetativo do 
lançamento (Gortner & Kent 1958). 
A presença de reguladores de crescimento 
reduz o tamanho das lesões e as peroxidases 
estariam envolvidas nessa redução (Hashim et 
ai. 1980). A infecção por fungos patogênicos 
de fragmentos de raiz de batata aumenta a ati-
vidade da PAL, medida através da produção 
de ácido clorogênico, cujo teor aumentou 100 
vezes 48 horas após a inoculação (Minamika-
wa & Uritani 1964). Essa interação de hospe-
deiro e patógeno envolve, provavelmente, a 
repressão e a indução da síntese enzimática. O 
aumento do teor de fenóis decorre do aumento 
da atividade do ciclo das pentoses fosfatadas 
(Király & Farkas 1962), através do aumento 
da atividade de suas enzimas ou da disponibi-
lidade de co-fatores (Zucker 1965). 
CONCLUSÕES 
1. A resistência da seringueira (Hevea 
spp.) à infecção por Microcyctus ulei parece 
estar associada à variação do teor de fenóis de 
suas folhas. 
2. A pmgênie P 10 (H. pauciflora) apre-
sentou elevado conteúdo inicial de fenóis to-
tais, que aumentou após a inoculação com M. 
ulei, o que constitui vantagem para possível 
defesa contra a colonização pelo patógeno. 
3. As progênies Fx 25 e Fx 2804 apresen-
taram baixo teor inicial de fenóis, o que de-
monstra serem suscetíveis ao ataque pelo M. 
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ulei, que completavam todo o ciclo em suas 
folhas. 
4. A concentração inicial de antocianina 
parece ser inversamente proporcional ao teor 
de fenóis. 
5. A concentração de clorofila diminuiu 
nas progênies suscetíveis infectadas, promo-
vendo a diminuição da produção de fotoassi-
milados, e, conseqüentemente, a redução da 
produção da seringueira. 
6. O melhoramento da seringueira, objeti-
vando o aumento do teor de fenóis em suas 
folhas, possibilitaria o aumento da produtivi-
dade nas áreas tradicionais e evitarií que, no 
futuro, as próprias áreas de escape viessem a 
apresentar a doença. 
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